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2．Ap4A結合タンパク質とAp4AによるcAMP－
　　dependent　protein　kinase（A－kinase）活性の
　　調節
（生化学教室）　笹沼明美　　小林恭子
　　　　　　　倉富一興
3．生体中リポキシゲナーゼ代謝関連物質、特に、
　　エポキシーヒドロキシー多価不飽和脂肪酸
　　（EpHPUFAs）の検出
（生化学）○山根基輝　　阿部晃久
　Diadenosine　tetraphosphate（Ap4A）1ま，　amino－
acyl－tRNA　synthetase（aaRS）によるアミノ酸活性
化のback　reactionにより生成し，あらゆる細胞中
に見いだされ，多機能性を示唆されているジヌク
レオチドである．中でも，DNA複製時においてDNA
複製開始を促進させるという事実を我々は見出し
ている．更に小林，倉富によりAp4Aと特異的に結
合するタンパク数種（Ap4A－binding　protein：
Ap4A－BP）がff．ω力より見出されており，我々はそ
れらの機能についてAp4A生成系と共に検討してい
るが，今回は，cAMP－dependent　protein　kinase
（A－kinase）に対する効果について検討を行った．
先ずAp4A生成系としてaaRSのうちlleRS及びLeuRS
を用いた．両酵素共にAp4Aを合成したが，その活
性はlleRS＞LeuRSであった．次にaaRSのA－kinase
によるリン酸化を検討すると，IleRSはリン酸化を
受けたが，LeuRSは殆ど受けなかった．このlleRS
のリン酸化に対してAp4A－BPは阻害効果を有するこ
とが見出された．その強さはAp4A－BP－II＞Ap4A－
BP－1であった．しかもMg二＋とMn2＋イオンの存在下
におけるAp4A－BPの阻害効果は異なり，Mn2＋イオン
存在下においてより強い阻害を示し，特にAp4Aが
共存する方が効果は大であった．以上の結果より，
Ap4A－BP－IIはMn2＋イオン存在下においてAp4Aと共
同してA－kinaseによるリン酸化を阻害する事が判
明した．近年，細胞周期の制御と細胞のがん化の
問題が密接に結びついてきているが，その重要な
シグナルとして，タンパクのリン酸化，脱リン酸
化が注目されてきており，Ap4A－BP及びAp4Aの関与
が期待される．
　我々は、すでにHPLC TSP－MSを用いて、シクロオキシ
ゲナーゼ及び、リポキシゲナーゼ代謝物を一斉分析する
新方法を報告してきた■23。この度、共役2重結合を有
しない為、従来のHPLC－UV検出では検出が困難であった
EpHPUFAsとチトクロムP－450系代謝産物であるエポキシ
多価不飽和脂肪酸（EpPUFAs）を同装置を用いて高感度に
検出する方法を開発したので、ここに報告する。これら
のエポキシ化合物は酸性下で容易に開心して相当するジ
ヒドロキシ又は、トリヒドロキシ体となる為、pH4－5の
下にジクロロメタンで抽出し、以下はピリジン存在下に
処理することによりエポキシ化合物の安定化に努めた。
各エポキシ化合物又は、ジヒドロキシ化合物からTSPイ
オン化の過程で生ずる特徴的イオンを対象にSIHでMS分
析することにより、これらをpm。1レベルで検出できた。
ラット脳ホモジネートへの20＝3（n－6），20：4（n－6），20：5
（n－3），22：6（n－3）の各前駆体脂肪酸の添加実験では各脂
肪酸に対応するエポキシ化合物と、それから派生するジ
ヒドロキシ又は、トリヒドロキシ体、そしてモノヒドロ
キシ体が検出された。特に、20：3と20：5からのエポキシ
化合物の生成が顕著であった。これらのことは、ラット
脳ホモジネートにおけるチトクロムP－450系の高活性又
は、自動酸化系ヒドロペルオキシドの存在を示唆してお
り、脳における、これらの系の生理的働きが注目される。
近年、20：4（n－6）からのP－450系代謝物には、血管拡張、
　や　　かNa－K－ATP　ase阻害、各種ホルモン放出、血小板凝i集抑制、
シクロオキシゲナーゼ阻害の各作用が報告されており、
又、炎症性細胞に高濃度に含まれることが報告されてい
る。従って、今後、シクロオキシゲナーゼ、リポキシゲ
ナーゼ、チトクロームP－450、自動酸化の4系の相互関係
の上に各生理的変動を考察することが必要となるであろ
う。
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